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\ Procede pour preparer un latex a groupemertts fonctionnels de surface et latex obtenu. 

57) L'invention conceme un procede pour preparer une 
fulsion aqueuse d'un copolymere presentant des grou- 
pements fonctionnels en surface consistant a effectuer une 
copofymerisation entre au moins un monomere de type vi- 
nylique ou styrenique et un monomere portant au moins un 
groupement precurseur cationique, en presence d'un 
amorceur, a hydrolyser en milieu neutre ou basique, les 
groupements precurseurs cation iques pour iiberer les grou- 
pements fontionnels, entre les ©tapes de copolymerisation 
et d'hydrolyse ou au plus tard pendant I'hydrolyse, une ad- 
dition d'au moins un agent tensioactif etant effectuee pour 
obtenir apres hydrolyse un copolymere sous forme de latex 
stabilise. 

L'invention a egalement pour objet une dispersion d'un 
copolymere cationique intermediate portant en surface des 
groupements precurseurs de groupements fonctionnels, 
ainsi qi/une dispersion du copolymere final comportant en 
surface des groupements fonctionnels. 
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PROCEDE POUR PREPARER UN LATEX A GROUPEMENTS 
FONCTIONNELS DE SURFACE ET LATEX OBTENU 
L 'invention concerne un precede pour preparer un latex copolymerique, 
presentant des groupements fonctionnels en surface, sous une forme 
5 stabilisee. Elle concerne egalement les latex obtenus par ce precede et leur 
utilisation pour immobiliser des composes bioiogiquement actifs. 

Par latex, au sens de la presente invention, il faut entendre une 
emulsion d'un polymere ou copolymere naturel ou synthetique, notamment 
elastomere, dans un milieu aqueux, constituant un systeme colloidal. 
10 Par groupement fonctionnel de surface selon l'invention, on entend un 

groupement reactif, du type thiol, amine, imido-ester, ou amidine, accessible 
et susceptible d f interagir par des liaisons physiques et/ou chimiques avec un 
compose bioiogiquement actif, a I'interface entre l'elastomere et le milieu 
comprenant ledit compose. 
15 Par compose bioiogiquement actif, au sens de la presente invention, on 

entend toute matiere, produit ou molecule presentant une utilite, ou fonction 
technique ou resultat, dans un processus, procede ou methode, de nature 
biochimique, biologique, therapeuthique, pharmacologique, etc... 
Ressortent notamment de cette definition : 
20 - les principes actifs medicamenteux, 

- du materiel biologique tels que des enzymes, anticorps, antigenes, 
fragments d'ADN ou ARN, 

- des produits cosmetiques nutritifs, 

- des produits phytosanitaires. 

25 Les procedes actuellement utilises pour preparer un polymere 

synthetique a groupements fonctionnels de surface consistent a effectuer une 
copolymerisation, en presence d ! un amorceur, entre au moins un monomere 
de type vinylique et/ou styrenique et un monomere presentant des 
groupements dits precurseurs, e'est-a-dire des groupements qui, dans un 
30 milieu approprie, liberent des groupements fonctionnels reactifs. 

Les composes bioiogiquement actifs sont ensuite immobilises sur le 
copolymere par Tintermediaire de ses groupements fonctionnels en surface ou 
apres activation de ces derniers. 

L'invention concerne plus particulierement un procede pour preparer 
35 un copolymere, dont une etape intermediaire consiste a obtenir un 
copolymere a groupements precurseurs cationiques. 

Les travaux de K.YAMAGUCHI et coll. qui font I'objet de la 
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publication Makromol. Chem., Rapid Commun.10, 397 (1989) concernent la 
preparation de copolymeres portant en surface des groupements thiol S-H, 
qui trouvent notamment une application dans ^immobilisation d'enzymes. 

Le procede de synthese decrit est en deux etapes, selon lesquelles on 
effectue une copolymerisation en emulsion du styrene avec le chlorure 
d ! isothiouronium en presence d f un agent amorceur cationique ou anionique, 
puis on hydrolyse en milieu basique les groupements precurseurs du 
copolymere cationique obtenu, pour liberer ies groupements thiol 
fonctionnels. Cependant, le procede de preparation de copolymeres a 
groupements fonctionnels de surface, en presence d r un agent amorceur 
anionique conduit a de faibles rendements et est peu reproductible, de sorte 
que Tapplication industrielle de ce procede presente peu d'interet. 

Le copolymere final obtenu par ce procede en presence d'un amorceur 
cationique presente une teneur en groupements thiol faible et tres inferieure 
a la teneur en sulfure du copolymere cationique portant les groupements 
precurseurs, c'est-a-dire avant hydrolyse. 

Ce resultat determine experimentalement par titration est la 
consequence de deux inconvenients, essentiellement : 

- le milieu d'hydrolyse cree une destabilisation du latex entrainant une 
agregation des particules de copolymeres dont les groupements thiol 
deviennent inacessibles, notamment au reactif de titration 

- le milieu d'hydrolyse accede dif f icilement aux groupements 
isothiouronium a Pinterieur du latex, et ces derniers sont peu ou non 
hydrolyses. 

La presente invention apporte une solution en proposant un procede 
pour preparer une emulsion aqueuse d'un copolymere a groupements 
fonctionnels en surface, conduisant a un latex stabilise dans lequel les 
groupements fonctionnels sont obtenus avec un rendement eleve et sont 
directement accessibies, notamment par des composes biologiquement actifs. 

Le procede selon I'invention consiste : 

- a effectuer une copolymerisation entre au moins un monomere de 
type vinylique ou styrenique et un monomere portant au moins un 
groupement precurseur cationique d'un groupement fonctionnel de surface, en 
presence d f un amorceur cationique ou non ionique, 

- a hydrolyser en milieu neutre ou basique, les groupements 
precurseurs cationiques pour liberer les groupements fonctionnels, et entre 
les etapes de copolymerisation et d'hydrolyse ou au plus tard pendant i'etape 
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d'hydrolyse, une addition d f au moins un agent tensioactif est effectuee pour 
obtenir apres hydrolyse un copolymere sous forme de latex stabilise. 

De fa$on surprenante, on observe que I'accessibilite aux groupements 
fonctionnels par des composes biologiquement actifs n f est pas genee par la 
presence de 1' agent tensioactif en surface du latex. 

Selon l'invention, I'agent tensioactif est non ionique ou cationique. On 
peut egalement utiliser un melange d 1 agents tensioactif s non ioniques et/ou 
cationiques. 

L'agent tensioactif non ionique est preferentiellement choisi : 

- parmi ies agents tensioactifs comportant une fonction ester tels que 
les esters de glycol et d f acide gras, les esters de glycerol et d'acide gras, les 
esters de poly glycerol et d'acide gras, les esters de poiyethyleneglycol et 
d'acide gras, les esters de saccharose et d'acides gras, tels que ceux 
disponibles dans le commerce sous les marques SPAN et MONTANE, les 
esters de saccharose et de triglycerides, les esters de sorbitanne et d'acides 
gras et les esters de sorbitanne polyoxyethylene, tels que ceux commercia- 
lises sous les marques TWEEN et MONTANOX ; 

- parmi les agents tensioactifs comportant une fonction ether, tels que 
les ethers de polyoxyethyleneglycol et d'alkylphenol, tels que ceux commer- 
cialises sous ies marques TRITON, IGEPAL, SURFONIL et NONIDET, et les 
ethers de polyoxyethyleneglycol et d f alcool gras, tels que ceux connus sous 
les marques BRIJ, LUBROL et AL ; 

- parmi les agents tensioactifs a fonction amide ; 

- parmi les sucres glycosyles tels que les alkylglycosides et les 
alkylthioglycosides ; 

- parmi les agents tensioactifs de f ormule generate (I) : 

H-(OCH 2 CH 2 ) a (OCH 2 CH(CH 3 )) b (OCH 2 CH 2 ) c OH (I) 

dans laquelle a, b, c, representent des nombres entiers et a et c 
statistiquement sont des nombres entiers identiques. 

Selon une mise en oeuvre preferentielle du procede, l'agent tensioactif 
est un ester de sorbitanne polyoxyethylene et en particulier le monolaurate 
de polyoxyethylene sorbitanne, commercialise sous la marque TWEEN 20. 

Selon une autre mise en oeuvre avantageuse du procede, 1 'agent 
tensioactif est le t. octylphenoxypolyethoxyethanol commercialise sous la 
marque TRITON X-405 ou Toctylphenolpolyethyleneoxyde commercialise 
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sous la marque NONIDET P 40. 

L'agent tensioactif cationique est preferentiellement choisi : 
- parmi les derives a azote aliphatique, tels que les sels d'ammonium 

quaternaire de formule generate (II) 



R 

r,— N"*l- r_ X " (ID 
I- 
r 2 

dans laquelle r^, r^, et chacun independamment represente des radicaux 
alkyles a chaine courte tels que Cp C 2 , ; R represente un radical alkyle 
a iongue chaine lineaire ou ramifiee, de preference de Cg a C 2 ^, un aryle 
substitue ou non substitue, tel que phenyle, benzyle ou un heterocycle ; X 
represente un halogene tel que iode, brome, fluor ou chlore, un groupement 
sulfonyle tel que ethyl et aryl sulfonyles ; parmi ces derives, on choisira 
preferentiellement l'iodure de n-octyltrimethylammonium, le bromure de 
n-decyltrimethylammonium, le bromure de n-dodecyltrimethylammonium et le 
bromure de n-hexadecyltrimethylammonium ; 

- parmi les derives a azote heterocyclique, notamment 

. les sels d'alkylpyridinium, de formule generale (III) 




^N^R X" CHI) 



dans laquelle R represente un radical alkyle a longue chaine lineaire ou 
ramifiee, de preference de Cg a un aryle substitue ou non substitue, tel 

que phenyle, benzyle ou un heterocycle ; X represente un halogene tel que 
iode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl- et aryl- 
sulfonyles 

- parmi les sels d'alkylquinolinium, de formule generale (IV) 



(IV) 




dans laquelle R represente un radical alkyle a longue chaine lineaire ou 
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ramifiee, de preference de C g a C 2y un aryle substitue ou non substitue, tel 
que phenyle, benzyle ou un heterocycle ; X represente un halogene tel que 
iode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl- et aryl- 
sulfonyles 

- parmi les oxydes d ! amines, de formule generale (V) : 

1 . 

R_N + — (V) 
I 

dans iaquelle R represente un radical alkyle a longue chalne lineaire ou 
ramifiee, de preference de C 6 a C 2y un aryle substitue ou non substitue, tel 
que phenyle, benzyle ou un heterocycle ; X represente un halogene tel que 
iode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl- et aryl- 
sulfonyles. 

Selon Tinvention on peut additionner plusieurs agents tensioactifs pour 
stabiliser le latex et notamment un melange de tensioactifs cationiques, un 
melange de tensioactifs non ioniques ou un melange de tensioactifs 
cationiques et non ioniques. 

La quantite d'agent tensioactif additionnee pour un litre de 
copolymere representee par QT, est definie par Tequation 

SL 

QT = Tr 

lOO.Ao 

dans Iaquelle : 

- QT est le nombre de molecules de Pagent tensioactif 
. Ao est Taire specifique occupee en X 2 /molecule 

. SL est la surface developpee par un litre de copolymere, exprimee 
en m 2 , et definie par l'equation suivante : 
6P 

SL= 

avec :. P egal au poids du copolymere dans un litre de suspension, en m 2 
• D egal au diametre de la particule de copolymere, en \xm 
. p egal a la masse volumique du copolymere, en g/1. 

La quantite d f agent tensioactif est done une fonction de la taille des 
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particules du copolymere, de la nature du monomere portant les groupements 
precurseurs, du taux de solide du latex, de la nature de l'agent tensioactif et 
de la force ionique du milieu. 

La quantite pref erentielle d'agent tensioactif a additionner est 
comprise dans l'intervalle des vaieurs de QT, pour lesquelles Tr est au moins 
de 15 %, de preference compris entre 25 et 500 % et notamment entre 25 
et 75 %. 

Un autre objet de la presente invention est une dispersion d ! un 
copolymere cationique intermediaire presentant en surface des groupements 
precurseurs de groupements fonctionnels, comprenant un agent tensioactif 
non ionique ou cationique, ce dernier etant preferentiellement choisi parmi 
les agents tensioactifs cites ci-dessus. La quantite d'agent(s) tensioactif(s) 
utilisee pour un litre de copolymere est representee par QT ayant la meme 
definition que precedemment. 

Par une hydrolyse en milieu neutre ou basique, les groupements 
precurseurs de ce produit intermediaire pourront etre hydrolyses, liberant les 
groupements fonctionnels recherches. 

L 'invention vise egalement une dispersion en milieu neutre ou basique, 
d ! un copolymere final presentant en surface, des groupements fonctionnels 
libres, comprenant un agent tensioactif non ionique ou cationique, de 
preference choisi parmi les agents tensioactifs mentionnes ci-dessus. La 
quantite d ! agent(s) tensioactif(s) utilisee pour un litre de copolymere est 
representee par QT ayant la meme definition que precedemment. 

La presente invention vise aussi une dispersion en milieu neutre ou 
basique d'un copolymere final, c'est-a-dire portant des groupements 
fonctionnels en surface, supportant ou attachant un compose bioiogiquement 
actif couple aux groupements fonctionnels du copolymere. Ce dernier peut 
intervenir dans un processus immunologique et §tre notamment un fragment 
d'anticorps. 

L 'invention est a present decrite plus en detail par les exemples 
suivants, donnes a titre d'illustration mais qui ne sont en aucun cas 
limitatifs, et en reference au dessin annexe dans lequel : 

Figure 1 est une representation de Tintensite colorimetrique (D.O) 
developpee par la reaction entre un latex reference ci-apres SCI 4 et ie 
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reactif d'Ellman, en fonction du temps, la courbe a) correspondant au latex 
SC14 stabilise par un agent tensioactif non ionique et la courbe b) 
correspondant au latex SCI 4 stabilise par un agent tensioactif cationique. 

Figure 2 est une representation du rendement de la reaction de 
5 couplage selon la methode d'Ellman en fonction du temps, a partir du latex 
SCI 4 stabilise par un agent tensioactif non ionique a savoir TRITON selon 
courbe a), NONIDET P40 selon courbe b) et TWEEN selon courbe c). 

Figure 3 est une repesentation du rendement du couplage de fragments 
d'anticorps sur le latex SCI* en fonction de la concentration en fragments. 

10 

EXEMPLE 1 i 

Preparation de latex contenant des groupements fonctionnels de surface 

a) Protocole general 

15 

On introduit dans un reacteur muni d'une double enveloppe chauffante, d'un 
refrigerant, d f un agitateur mecanique et d'une sonde de temperature, un 
melange compose d'eau, de monomere portant des groupements precurseurs, 
de styrene et eventuellement de sulfate de magnesium heptahydrate, dans 

20 des quantites appropriees, et on laisse le melange sous agitation jusqu'a ce 
que la temperature se stabilise a environ 70°C. On introduit alors dans le 
reacteur une quantite determinee d'un amorceur cationique qui entralne le 
debut de la polymerisation et la reaction se poursuit jusqu'a consommation 
complete du styrene- La cinetique de polymerisation est suivie par 

25 prelevements successifs au cours du temps. 

b) Preparation de latex intermediate contenant des groupements precurseurs 
de fonction thiol 

30 On dissout dans 175 g d f eau, 0,5 g de monomere portant des groupements 
precurseurs, a savoir le chlorure de vinylbenzylisothiouronium et on ajoute au 
melange obtenu 40 g de styrene Oanssen Chimica, France). Le melange est 
introduit dans un reacteur du type decrit ci-dessus et soumis a une agitation 
a 350 tours par minute jusqu'a ce que la temperature atteigne 70°C. Une fois 

35 la temperature stabilisee a 70°C, on ajoute une solution de 0,14 g de 
dihydrochlorure de 2,2 , -azobis-(2-amidino-propane) com me amorceur dans 
5 ml d'eau. Apres deux heures de polymerisation, on obtient des particules 
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de 66,4 nm. La conversion est de 100 % et le taux de soiide du latex est 
d'environ 20 %. 

On repete le protocole tel que decrit ci-dessus en diminuant de moitie la 
5 quantite de monomere portant des groupements precurseurs et en ajoutant de 
0,1 g a 0,7 g de sulfate de magnesium heptahydrate. En fin de 
polymerisation, on obtient des particules dont le diametre augmente avec la 
force ionique, de 100 nm a 274 nm, et un latex presentant un taux de soiide 
d'environ 20 %. 

10 

c) Preparation de latex intermediates contenant des groupements precurseurs 
de fonction amine 

15 On dissout dans 175 g d'eau, 0,37 g de monomere portant des groupements 
precurseurs, a savoir Phydrochlorure de I'aminomethyl-styrene et 0,02 g de 
sulfate de magnesium heptahydrate. Le melange est introduit dans un 
reacteur et soumis a agitation a 350 tours par minute, jusqu'a ce que la 
temperature se soit stabilisee a 70°C. On introduit ensuite 40 g de styrene 

20 (Janssen Chimica, France) et Ton attend que la temperature du melange se 
stabilise a 70°C. On introduit alors 0,14 g d'amorceur dissous dans 5 ml 
d'eau pour le declenchement de la reaction de polymerisation. En fin de 
polymerisation, on obtient des particules de 265 nm et le latex presente un 
taux de soiide d'environ 20 96. 

25 

EXEMPLE 2 : 

Obtention de latex finaux stabilises, apres addition d'agents tensioactifs et 
hydrolyse 

30 

Des latex prepares par copolymerisation du styrene et d'un monomere 
portant des groupements precurseurs, selon le procede decrit en Exemple 1 
ont ete ramenes par concentration a un pourcentage en soiide de 0,1 a 20 %. 
A ces suspensions de latex ont ete ajoutees diverses quantites d'agents tensio- 
35 actifs en fonction de la taille des particules, de la nature du monomere 
portant des groupements precurseurs, du taux de soiide permettant d'obtenir 
un taux de recouvrement assurant la stabilite du latex final. L'agent 
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tensioactif utilise est un tensioactif non ionique, a savoir le t-octyl- 
phenoxypolyethoxyethanol commercialise sous la marque TRITON X-405 
(TX405), sous forme d'une solution aqueuse a 70 % de la societe Sigma 
Chimica Company. Les solutions ont ete soumises a agitation pendant quatre 
heures a temperature ambiante. Les resuitats sont presentes dans les 
tableaux ci-apres : 



(1) 

Latex 


(Z) 


Fonction 


Taille des 
particules 
(nm) 


Taux de 
soiide 
(m2) 


f3) 

SL 
(m 2 ) 


f4) 

so 

(m2) 


Tensioactif 


(3) 

T 

% 


SCI 


5,50 


thiol 


57 


10 


10526 


4214 


10 


40 


5C14 


1,46 


thiol 


256 


10 


2344 


842 


2 


36 


SC15 


i;46 


thiol 


262 


10 


2290 


842 


2 


37 


SC35 


1,50 


thiol 


700 


5 


429 


842 


2 


200 


NC3 


0,92 


amine 


265 


10 


2264 


1684 


4 


74 


NC5 


1,50 


amine 


424 


5 


708 


2107 


5 


300 



(1) SCI, SC14, SC15 et SC35 resultant de la copolymerisation du styrene 
avec un monomere portant des groupements precurseurs de fonctions thiol 
NC3 et NC5 resultent de la copolymerisation du styrene avec un monomere 
portant des groupements precurseurs de fonctions aminees 

(2) M est la concentration du monomere a groupements precurseurs (g/1) 
S est la concentration du styrene (g/1) 

(3) SL et Tr ont les memes definitions que precedemment 

W SO est egal a la surface occupee par 1'agent tensioactif (m 2 ) 
De la m§me maniere, on a stabilise le latex SCI 4 dilue jusqu'a 10 % en 
solxde : 

- d'une part, avec 4 g/i d'un agent tensioactif cationique, a savoir le 
bromure d'hexadecyltrimethylammonium (Fluka Chemica AG) 

- d'autre part, avec un agent tensioactif non ionique : trois 
tensioactifs non ioniques differents respectivement le t-octylphenoxy- 
polyethoxyethanol (TRITON-405), Poctylphenolpolyethyleneoxyde (NONIDET 
P40 de la societe BDH Chemicals Ltd) et le monolaurate de polyoxyethylene 
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sorbitanne (TWEEN 20 de la societe Biorad), ont ete experiments. 



EXEMPLE 3 : 

Mise en evidence de la restauration des groupements f onctionnels de surface 



a) Groupement thiol 

Pour montrer la restauration des groupements thiol apres hydrolyse, on 



SCI 4 prepare selon Exemple 1. 

A 4,5 ml d'un tampon a 50 mM, ont ete ajoutes 0,5 ml du latex SCI 4 
stabilise par un agent tensioactif non ionique selon Exemple 2 et 0,1 ml 
d'une solution a 4 mg/ml d f acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (reactif 
d f Ellman). Pour determiner les cinetiques de la reaction, 0,8 ml de parties 
aliquotes ont ete prelevees et centrifugees a 16.000 g dans une centrifugeuse 
d'Eppendorff 5*15. La densite optique (D.O) du surnageant a ete mesuree a 
412 nm par rapport a un blanc, qui est une dilution de 0,1 ml du reactif 
d'EUman dans 5 ml de tampon. Le rendement de la reaction de coupiage 
entre le groupement thiol et une molecule d'acide 5-thiol-2-nitrobenzoTque 
est le rapport entre la D.O d f un melange de 0,1 ml de mercaptoethanol et de 
0,1 ml de reactif d'Ellman dans 4,9 ml de tampon. 

Cette methode va permettre de montrer la disponibilite des groupements 
thiol et de mettre en evidence Timportance du type d'agent tensioactif 
utilise pour la stabilisation. Dans cette methode, on utilise la capacite du 
reactif d'ELLman a reagir avec les groupements sulfhydriles de surface du 
latex pour donner un compose disulfure et un compose colore comme 
represente dans le schema reationnel ci-dessous : 



apres hydrolyse des groupements precurseurs 



utilise la methode d'Ellman, telle que decrite ci-apres, appliquee au latex 



coo- 




A 



B 



HS 




D 
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dans lequel A represente le reactif d'Ellman, B correspond au latex, C est le 
compose disulfure forme et D est le compose colore. 

Lorsque la reaction se poursuit, la coloration jaune du surnageant s'intensifie 
et on peut mesurer la D.O du surnageant sur un spectrophotometre a une 
longueur d'onde de 412 nm. Comme cela ressort du schema reactionnel 
ci-dessus, i'intensite de couleur developpee est proportionnelle au compose 
disulfure forme et en consequence aux groupements thiol libres a la surface 
du latex. 

La m§me technique a ete utiiisee pour tester le latex SCI 4 stabilise par un 
agent tensioactif cationique, le bromure d'hexadecyltrimethylammonium. 

Pour chacun des deux latex stabilises I'un par 1'agent tensioactif non ionique, 
Tautre par un agent tensioactif cationique, revolution de I'intensite 
color imetrique developpee en fonction du temps a ete etudiee. 

Ainsi, selon Figure 1, la courbe a) represente I'intensite color imetrique 
developpee en fonction du temps pour un latex SCI 4 stabilise par du Triton 
X-450 non ionique. Cette courbe confirme done la restauration des 
groupements thiols de surface du latex apres hydrolyse. La courbe b) 
correspond a la mdme representation pour un latex SCI 4 stabilise par le 
bromure d'hexadecyltrimethylammonium (cationique). 

La comparaison entre les courbes a) et b) de Fig. 1 fait apparaitre que dans 
le cas d'une stabilisation avec un tensioactif cationique, en ^occurence le 
bromure d'hexadecyltrimethylammonium, le signal est inferieur a celui 
obtenu avec un tensioactif non ionique tel que le Triton. Ceci signifie que les 
tensioactifs non ioniques sont des stabilisants neutres vis-a-vis de la reaction 
de couplage, tandis que les tensioactifs cationiques semblent etre inhibiteurs 
de cette reaction. 

Selon Fig. 2, sont reportes les resultats d'une etude sur le comportement de 
differents tensioactifs appartenant au meme groupe d'agents tensioactifs non 
ioniques, sur la stabilisation du latex SCI 4 : la courbe a) correspond au 
TRITON, la courbe b) au NONIDET P40 et la courbe c) au TWEEN. Cette 
figure met en evidence un meilleur rendement de couplage a partir du latex 
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10 



15 



20 



25 



30 



SC14 stabilise par TRITON, qui permettrait une obtention rapide et avec un 
rendement eleve des groupements fonctionnels. 

b) Groupements amine 

On a mis en evidence la disponibilite des fonctions amines apres stabilisation 
de latex amines avec du Triton X ^05, selon le protocole decrit ci-dessous, 
qui est une adaptation au latex de la methode decrite par T.T. Ngo (Journal 
of Biochemical and Biophysical Methods 12,349) (1986). 

A 0,5 ml de latex a 5 %, on ajoute 0,5 ml de tampon carbonate 
(pH 8,2, 0,1 mM), 10 pi d'une solution 0,5 M de N-succinimidyl 

3- (2-pyridyldithio) propionate (SPDP) dans du dioxanne et 1 grain de 

4- dimethylaminopyridine (DMAP). On agite 100 minutes a temperature 
ambiante, puis on centrifuge le latex et on recupere le surnageant. Les latex 
sont resuspendus dans 1 ml de tampon carbonate (pH 8,2, 0,05 mM) et 
centrifuges de nouveau. Le surnageant est conserve et on reprend le culot 
comme precedemment. On ajoute a chaque surnageant et a la suspension de 
latex 0,1 ml d f une solution de dithiothreitol (DTT) (0,5 mM). On agite 
30 minutes a temperature ambiante, on centrifuge les latex et on recupere 
les surnageants. Les trois surnageants de chaque latex sont dilues au l/20eme 
dans un tampon carbonate (pH 8,2, 0,1 mM) et on lit la densite optique a 343 
nm contre un blanc contenant la m€me quantite de DTT. 

Le meme traitement est realise avec du SPDP hydrolyse au prealable par 
10 pi d'ethanolamine pour evaluer la valeur de l f adsorption eventuelle du 
reactif par le latex. 

Le schema de la reaction est decrit ci-dessous : . 




0= s + hs-ch 2 



C-O-NH- Latex 



H 
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La pyridine-2-thione est un indicateur qui absorbe la lumiere de longueur 
d f onde egale a 343 nm. 

Les resultats pour les latex precedemment decrits NC5 et NC3 sont 
respectivement 70 peq/g de latex sec et 40 peq/g de latex sec. Ceci 
represente dans chacun de ces cas, environ 70 % de disponibilite par rapport 
aux quantites introduites au cours de la synthese du latex. 



10 c) Hypothese sur le role stabilisateur de Tagent tensioactif dans les latex 

Les tensioactifs non ioniques ou cationiques presentent une partie hydrophobe 
et une partie hydrophile. Les tensioactifs par leur partie hydrophobe 
s r adsorbent sur la surface du copolymere par interaction hydrophobe. 

15 

Lorsqu'on utilise des tensioactifs non ioniques, la stabilisation des particules 
de copolymeres serait due a un phenomene d ! encombrement sterique. En 
d'autres termes, lorsque les molecules de tensioactifs non ioniques sont 
adsorbees a la surface des particules du copolymere par leur partie 
20 hydrophobe, leur queue hydrophile occupe un certain espace du milieu 
aqueux, empechant toute approche d'autres particules de copolymere 
stabilisees- On empeche ainsi Tagregation des particules de copolymeres, 

Lorsqu'on utilise des tensioactifs cationiques, leur queue hydrophile est 
25 porteuse de charges positives et Tagregation des particules de copolymeres 
serait empechee par une repulsion electrostatique des charges positives entre 
elles. 



30 EXEMPLE 4 : 

Utilisation des latex stabilises selon 1 'invention pour immobiliser des 
proteines 

A titre d'exemple pour cette application, on utilisera des fragments Fab 
35 obtenus a partir d'anticorps polyclonaux anti-proteine C reactive 
(Biomerieux, France) digeres par de la pepsine a 37°C pour donner le 
fragment F(ab') 2 . La reduction de ces fragments avec de la mercaptoethylamine 
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fournit des fragments Fab bruts. La purification a ete achevee par HPLC 
(Kontron Instruments) apres concentration. 

a) Couplage de fragments d'anticorps anti-proteine C reactive 

5 

0,1 ml d ! une suspension a 10 % en solide de latex SC14 stabilise selon 
Tinvention a ete ajoutee a une solution de fragments d'anticorps dans un 
tampon Tris (pH 9,2, 50 mM) pour obtenir une solution a 1 % en solide. Les 
flacons ont ete soumis a rotation pendant 4 heures a temperature ambiante. 

10 Apres centrifugation, les surnageants ont ete enleves et les latex ont ete 
resuspendus dans NaCl 0,15 M BSA 10g/l (albumine de serum de bovin), et un 
tampon glycine a 50 mM- La quantite de proteines restant dans les 
surnageants a ete mesuree en utilisant le test de Bradford. La difference 
entre la concentration initiale et celle dans les surnageants donne la quantite 

15 de fragments Fab immobilises sur les particules de latex. 

Les resultats d'une etude portant sur ie rendement du couplage entre des 
fragments d'anticorps et le latex SCI 4 stabilise par TRITON, en fonction de 
la concentration en fragments sont representes en Fig. 3. 

20 

lis montrent que sur cette gamme de concentration, la saturation du latex 
n'est pas atteinte. 

Avec des latex conventionnels, lors de 1' immobilisation de fragments Fab 
25 d'anticorps, soit par liaison covalente soit par adsorption passive, les latex 
floculent enormement. Avec les latex de Tinvention, on obtient des coIloTdes 
stables. 

b) Activite immunologique des latex selon l'invention 

30 

L'evalutation a ete faite avec un conjugue Fab-peroxydase et de 
l'ortophenylenediamine comme substrat. La detection de la reaction 
enzymatique a ete faite par lecture des D.O a 492 nm. L'activite 
immunologique des fragments d'anticorps lies a ete mesuree. La sensibilite 
35 correspond environ a une concentration de 500 pg/1 d'antigenes (Proteine 
C-reactive). En pratique, dans les essais de diagnostic, il n'est pas necessaire 
d'atteindre un niveau aussi faible pour ce parametre. 
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REVINDICATIONS 
1/ Procede pour preparer une emulsion aqueuse d f un copolymere 
present ant des groupements fonctionnels en surface consistant : 

- a effectuer une copolymerisation entre au moins un monomere de 
5 type vinylique ou styrenique et un monomere portant au moins un 

groupement precurseur cationique, en presence d'un amorceur, 

- a hydrolyser en milieu neutre ou basique, les groupements 
precurseurs cationiques pour liberer les groupements fonct;onnels caracterise 
en ce qu' entre les etapes de copolymerisation et d'hydrolyse ou au plus tard 

10 pendant Tetape d'hydrolyse, on additionne au moins un agent tensioactif pour 
obtenir apres hydrolyse un copolymere sous forme de latex stabilise. 

2/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 1'agent 
tensioactif est non ionique et est choisi parmi : 

- les agents tensioactifs comportant une fonction ester tels que les 
15 esters de glycol et d'acide gras, les esters de glycerol et d'acide gras, les 

esters de poiyglycerol et d'acide gras, les esters de polyethyieneglycol et 
d'acide gras, les esters de saccharose et d f acides gras, les esters de 
saccharose et de triglycerides, les esters de sorbitanne et d'acides gras et les 
esters de sorbitanne polyoxyethylene ; 
20 - les agents tensioactifs comportant la fonction ether, tels que les 

ethers de polyoxyethyleneglycol et d'alkylphenol et les ethers de 
poly oxyethylenegly col et d'alcool gras ; 

- les agents tensioactifs a fonction amide ; 

- les sucres glycosyles tels que les alkylglycosides et les 
25 aikylthioglycosides ; 

- les agents tensioactifs de formule generaie (I) : 

H-(OCH 2 CH 2 ) a (OCH 2 CH(CH 3 )) b (OCH 2 CH 2 ) c OH (I) 

30 dans laquelle a, b, c, representent des nombres entiers et a et c 
statistiquement sont des nombres entiers identiques. 

3/ Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Pagent 
tensioactif est un ester de sorbitanne polyoxyethylene, et notamment le 
monolaurate de polyoxyethylene sorbitanne. 
35 iff Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que 1'agent 

tensioactif est le t. octylphenoxypolyethoxyethanoi ou Poctylph^olpolyethyleneoxyde. 
5/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que l f agent 
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tensioactif est cationique et est choisi parmi : 

- les derives a azote aliphatique, tels que les sels d'ammonium 
quaternaire de formule generate (II) 

__ 

I + 

r A _ N _ r 3 X (II) 
r 2 



dans laquelle r^, r 2 , chacun independamment represente des radicaux 
alkyles a chatne courte tels que C 2 , ; R represente un radical alkyle 
a Iongue chaine lineaire ou ramifiee, de preference de a C 25 , un aryle 
substitue ou non substitue, tel que phenyle, benzyle ou un heterocycie ; X 
represente un halogene tel que iode, brome, fluor ou chlore, un groupement 
sulfonyle tel que ethyl et aryl sulfonyies, 

- les derives a azote heterocyclique, notamment : 

. les sels d'alkylpyridinium, de for mule generate ( III) 



N - R X ' (HI) 




dans laquelle R represente un radical alkyle a longue chaine lineaire ou 
ramifiee, de preference de a C 2 ^, un aryle substitue ou non substitue, tel 
que phenyle, benzyle ou un heterocycie ; X represente un halogene tel que 
iode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl et aryl 
sulfonyies, 

- les sels d'alkyiquinolinium, de formule generale (IV) 



(IV) 




dans laquelle R represente un radical alkyle a longue chaine lineaire ou 
ramifiee, de preference de C g a C 25 , un aryle substitue ou non substitue, tel 
que phenyle, benzyle ou un heterocycie ; X represente un halogene tel que 
iode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl et aryl 
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suifonyles, 

- les oxydes d'amines, de formule generate (V) : 
pi 3 : 

R — N + _^0 " (V) 
I 

CH 3 

dans laquelle R represente un radical alkyle a longue chaine lineaire ou 
ramifiee, de preference de C 6 a C 25 , un aryle substitue ou non substitue, tel 
que phenyle, benzyle ou un heterocycle ; X represente un halogene tel que 
lode, brome, fluor ou chlore, un groupement sulfonyle tel que ethyl et aryi 
suifonyles. 

6/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on additionne 
plusieurs agents tensioactifs cationiques et/ou non ioniques. 

7/ Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que la quantite d'agents tensioactifs additionnes pour un 
litre de copolymere est representee par QT definie par I'equation 
SL 

QT = Tr . 

lOO.Ao 

dans laquelle : 

. QT est le nombre de molecules de Tagent tensioactif 

• Tr est le taux de recouvrement du copolymere par l'agent tensioactif 

. Ao est l T aire specifique occupee par une molecule d'agent 

tensioactif ( A 2 /m olecule) 

. SL est la surface developpee par un litre de copolymere (m 2 ) 

le taux de recouvrement Tr est au moins de 15 %, de preference compris 

entre 25 et 500 % et avantageusement entre 25 et 75 %. 

8/ Dispersion aqueuse d f un copolymere cationique intermediate 

presentant en surface des groupements precurseurs de groupements 

fonctionnels, caracterisee en ce qu'eile comprend un agent tensioactif non 

ionique ou cationique. 

9/ Dispersion selon la revendication 4, caracterisee en ce que la 

quantite d'agent tensioactif utilisee pour un litre de copolymere, representee 

par QT, est definie par Tequation : 
SL 

QT = Tr 

lOO.Ao 
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. QT est le nombre de molecules de 1' agent tensioactif 

. Tr est ie taux de recouvrement du copolymere par Pagent tensioactif 

• Ao est Paire specifique occupee par une molecule d'agent tensioactif 

(A 2 ) 

. SL est la surface developpee par un litre de copolymere, (m 2 ) 
le taux de recouvrement Tr etant au moins de 15 %, de preference compris 
entre 25 et 500 %, et notamment entre 25 et 75 %. 

10/ Dispersion aqueuse en milieu neutre ou basique d f un copolymere 
final presentant des groupements fonctionnels en surface, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un agent tensioactif non ionique ou cationique. 

11/ Dispersion selon la revendication 6, caracterisee en ce que la 
quantite d'agent tensioactif utilisee pour un litre de copolymere est 
representee par QT def inie par Pequation : 

SL 

QT = Tr. 

lOO.Ao 

dans laquelle : 

. QT est le nombre de molecules de Pagent tensioactif 

. Tr est le taux de recouvrement du copolymere par Pagent tensioactif 

. Ao est Paire specifique occupee par une molecule d 1 agent 

tensioactif, en A 2 /molecule 

. SL est la surface developpee par un litre de copolymere en m 2 , 

le taux de recouvrement Tr etant au moins de 15 %, de preference compris 

entre 25 et 500 % et avantageusement entre 25 et 75 %. 

12/ Dispersion selon les revendications 10 ou 11, caracterisee en ce 

qu'elle supporte un compose biologiquement actif couple aux groupements 

fonctionnels du copolymere. 

13/ Dispersion selon la revendication 12, caracterisee en ce que le 

compose biologiquement actif est un fragment d'anticorps. 
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